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Méthode simple et rapide d'appréciation 
des flores microbiennes de surface 
(note préliminaire) 
par J. Roz1ER* et J. PANTALÉON** 
L'appréciation des flores microbiennes de surface présente un 
intérêt primordial pour les contrôles d'hygiène alimentaire. L'exem­
ple de la viande montre, en effet, que ce sont les germes répandus 
sur le revêtement aponévrotique des carcasses ou bien sur les 
surfaces du matériel et des instruments qui réalisent très rapide­
ment le « microbisme » indésirable de cette denrée. Les vétérinaires 
inspecteurs devraient être à même de juger rapidement cette 
cause de pollution génératrice d'altération et de nocivité. 
Les bactériologistes ont proposé de multiples techniques de 
dénombremènt des germes de surf ace. Elles consistent en des 
écouvillonnages, des prélèvements de lambeaux tissulaires super­
ficiels, la prise de décalques au moyen de tampons de liège, de 
caoutchouc, d'étoffe ou de papier, ou bien encore l'application de 
plaques de gélose. FAVERO (1) a fait récemment une revue de ces 
méthodes et souligné leurs applications diverses en fonction de 
leurs avantages et inconvénients respectifs. Sensibilité, précision 
et fidélité sont les qualités recherchées. Si certains des procédés 
évoqués donnent des résultats satisfaisants, le principal inconvé­
nient est la complexité d'emploi. L'opérateur, qui se doit d'être 
compétent, a généralement besoin de matériel d'aseptisation pour 
effectuer convenablement son prélèvement. Par ailleurs, un labo­
ratoire, même faiblement équipé, est nécessaire pour tirer profit 
de cette opération préliminaire. 
• Laboratoire d'hygiène et industrie des denrées alimentaires d'origine 
animale, Ecole nationale vétérinaire - 94 - Maisons-Alfort (Directeur : 
Pr. H. DR1Eux). 
** Laboratoire Central de Recherches vétérinaires - 94 - Maisons­
Alfort (Directeur : A. LucAs) . 
Bull. Acad. Vét. Tome XLII (Mars 1969). - Vigot Frères, Editeurs. 
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La méthode que nous proposons aujourd'hui et qui n'a aucune­
ment le mérite d'une complète innovation, paraît devoir s'imposer 
par sa simplicité de réalisation. Elle consiste en l'utilisation de 
boites plastiques contenant des géloses nutritives de divers types. 
Celles-ci sont coulées de manière à former un ménisque de 1 à 
2 mm d'épaisseur venant coiffer le fond de la boîte. Elles peuvent 
ainsi être facilement appliquées sur les surfaces à éprouver. Aisé­
ment transportables, ces milieux peuvent être utilisés au cours de 
l'inspection de routine. Leur usage peut avoir deux finalités. En 
premier lieu, adressés au laboratoire, il est possible de prélever le 
ménisque et d'utiliser celui-ci pour des déterminations microbiennes 
précises. En second lieu, conservés par l'utilisateur et incubés 
simplement en l'état, 24-36 heures à température choisie, ils per­
mettent, par l'appréciation directe du nombre de colonies, une 
estimation valable du quantum microbien de surface. 
J. - DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 
a) Principe.
Un fond de boite cylindrique reçoit une quantité de gélose supé­
rieure à son volume réel. Le ménisque convexe ainsi formé peut 
être appliqué sur des surf aces, mêmes irrégulières. 
b) Matériel.
Les boites en plastique transparent sont assez grandes pour que 
leur surface permette une bonne appréciation de la contamination 
superficielle étudiée. La figure n° 1 en donne les caractéristiques. 
Ce matériel est à usage unique. 
FIG. n° 1. - Coupe sagittale de la boite plastique utilisée. 
En hachuré est figuré le ménisque convexe de gélose. 
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Les géloses utilisées sont celles déjà communément utilisées en 
:bactériologie. Pour l'étude de la flore aérobie mésophile totale 
il semble bénéfique d'ajouter à la gélose nutritive un révélateur 
d'activité microbienne. Nous utilisons le chlorure de 2, 3, 5 tri­
phényltétrazolium (T. T. C.) à raison de 15 gouttes d'une solution 
.à 0,1 p. 100 pour 100 ml de milieu ramené à température voisine 
·de 50° C. Le dénombrement des colonies est facilité, celles-ci pre­
nant pour la plupart une teinte rouge franc qui tranche sur le 
fond jaune de la gélose (3). L'adjonction de bleu de méthylène ou
de résazurine pour apprécier l'intensité des processus bactériens 
:Sur la gélose n'a pas donné d'excellents résultats. Pour la recherche 
.des staphylocoques entérotoxiques, le milieu de BAIRD-PARKER
-Oonvient parfaitement. Une gélose au désoxycholate permet l'étude 
.des Entérobactéries et plus particulièrement celle de E. coli et
.des germes coliformes. 
Les boites stérilisées sont remplies aseptiquement de gélose 
fondue en quantité suffisante, 28 ml environ. Après refroidissement 
elles sont f ei mées par adaptation de leur couvercle parfaitement 
jointif. Ainsi confectionnées il est possible de les conserver plusieurs 
· semaines, le culot de gélose maintenu vers le haut. Un ruban adhésif 
fermant hermétiquement les récipients prolongerait sans doute 
longtemps les qualités initiales des géloses. 
-0) Utilisation. 
Les bottes ainsi préparées permettent d'effectuer des prélève­
ments de flore superficielle de la façon la plus simple. Le ménisque 
-Oe gélose, libéré par ouverture de la boîte, est appliqué sur la sur­
face à étudier à la manière d'un cachet sur un tampon encreur. La 
pression exercée, sans être excessive, doit assurer un contact aussi 
intime et uniforme que possible. Si la surface étudiée est sèche, 
Je contact sera maintenu quelques secondes de façon à bien l'humec­
ter pour libérer les ceilules bactériennes qui risqueraient de s'y 
trouver. Le couvercle est assujetti à nouveau sur le fond de la boite. 
Le prélèvement ainsi réalisé peut être exploité dans un labora­
toire après broyage du ménisque de gélose (utiliser alors de préfé­
:rence une gélose blanche). 
La boite peut, plus généralement, être utilisée directement pour 
l'incubation ; il suffira de la placer à la température indiquée selon 
Je milieu choisi. A défaut d'étuve, la température d'une pièce 
habitée est suffisante : bureau, cuisine, etc... Dans ce dernier cas 
la lecture peut être faite au bout de 24 à 36 heures, les boîtes étant 
maintenues gélose en haut. 
2. 
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Il. - ESSAI DE LA MÉTHODE 
La méthode a été essayée sur des surfaces de viandes contaminées 
artificiellement par des quantités connues de microorganismes,. 
selon la technique décrite par l'un de nous en 1964 (2). Les bouillons 
microbiens pulvérisés contenaient une grande variété de germes. 
prélevés sur des viandes d'abattoir. Sept essais ont été réalisés� 
Les résultats concernant la flore aérobie figurent dans le tableau n° 1. 
TABLEAU No 1 
Résultats des essais de prélèçement de ffore superficielle, 
exprimés en germes par cm• 
Nombre total Nombre Nombre de colonies 
No de l'essai de germes de germes sur boite (24 heures à température de contamination prélevés ambiante) 
1 24 11 2,3 
2 58 27 4 
3 63 23 5 
4 153 60 19,3 
5 1.500 780 Colonies séparées mais 
difficilement compta-
hies 
6 42.000 5.000 Colonies incomptables 
mais bien distinctes. 
7 150.000 35.000 Colonies confluentes 
incomptables. 
! 
p 
La différence entre le nombre de germes prélevés et le nombre de 
colonies sur boîte n'est pas un fait surprenant : pour les premiers le 
ménisque de gélose est soumis à une dilacération au mixer en sorte que 
chaque cellule microbienne peut être dénombrée, au contraire, dans le 
deuxième cas, la gélose n'étant pas dilacérée, une colonie correspond le 
plus souvent, à un amas microbien. 
Le nombre total des germes de contamination est obtenu en recueil­
lant directement l'aérosol de dispersion sur une surface donnée. 
Le nombre des germes prélevés est déterminé en broyant le ménis­
que de gélose et en pratiquant une numération classique. Enfin, 
le nombre de colonies sur boîte est calculé après une incubation. 
de 24 heures à la température du laboratoire. 
Ces résultats amènent à conclure que, dans les conditions expéri­
mentales données, Ja gélose prélève un peu moins de la moitié des. 
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germes pour des flores inférieures à 1.500 germes par cm2• Les résul­
tats sont moins précis pour des flores plus abondantes. Par ailleurs, 
le nombre de colonies observées sur la surface des géloses après 
incubation directe de 24 heures à la température ambiante est 
environ 10 fois moindre que celui des germes de contamination. 
Lorsque les colonies sont pratiquement incomptables, leur aspect 
permet d'apprécier très grossièrement l'importance de la flore 
initiale. 
Il faut noter, par ailleurs, la rapidité du développement des 
microorganismes. Cela s'explique par le fait que la boite étant à 
peu près hermétique, les germes sont placés dans une atmosphère 
qui est saturée en humidité et qui a tendance à s'appauvrir légère­
ment en oxygène ; ces conditions sont favorables pour la plupart 
des contaminants. C'est ainsi que le développement des staphylo­
coques pathogènes est à peu près deux fois plus rapide que sur le 
même milieu, incubé en boîte de Pétri classique. 
III. - RÉSULTATS DE LA MÉTHODE 
En dehors du fait que cette technique peut servir aux prélève­
ments de la flore exploitables au laboratoire, nous considérerons 
que son usage le plus intéressant est de permettre l'incubation et 
la lecture directe des résultats. La figure n° 2 donne divers aspects 
des boîtes de gélose nutritive au TTC incubées 24 heures à la 
température ambiante. Les résultats ont été schématisés dans le 
F1ta. no 2. - Aspects de bottes de gélose ayant été incubées 21 heures 
à la température du laboratoire. 
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tableau n° 2 qui donne la correspondance qu'il est possible d'établir 
entre le nombre de colonies figurant au cm2 sur les boîtes de gélose 
et le nombre réel de germes de contamination superficielJe. 
TABLEAU No 2 
Correspondance entre le nombre de colonies sur les boîtes de gélose 
et le nombre réel de germes de contamination superficielle 
(exprimés en germes par cm1) 
Flore superficielle 
Lecture de la boîte aérobie totale 
correspondante 
Degré 0 . . . . . . . . . aucune colonie n < 10 
Degré 1 . . . . . . . . . < 2 0  colonies n < 200 
Degré 2 ... . . . . . . colonies séparées mais diffici-
lement comptables n < 2.000 
Degré 3 . .... . . . . colonies encore distinctes mais 
incomptables en raison du 
nombre n < 50.000 
Degré 4 ......... colonies confluentes formant 
un revêtement d'autant plus 
régulier que leur nombre 
s'accuse n > 100.000 
Des indices comparables de pollution sont obtenus avec des 
milieux de culture spécifiques, notamment la gélose au désoxycho­
late et le milieu de BAIRD PARKER. 
CONCLUSION 
La méthode proposée est simple et peut être appliquée partout 
avec un minimum de précautions. Elle ne réclame aucun matériel 
ni personnel spécialisé puisque les mesures habituelles d'asepsie 
au moment du prélèvement sont réduites à l'extrême. L'incuba­
tion, tout au moins pour certains milieux de culture, ne nécessite 
aucune étuve. Malgré la simplification, les résultats sont acquis 
rapidement du fait que les microorganismes se multiplient dans 
une atmosphère saturée, s'appauvrissant peu à peu en oxygène. 
Les champs d'application de cette méthode sont nombreux pour 
la surveillance de l'hygiène de la préparation, du transport, de la 
transformation et de la commercialisation des denrées alimentaires 
d'origine animale. L'abattoir, les usines de fabrication, les magasins 
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de vente sont les lieux où l'inspecteur vétérinaire et, également, 
tout autre personne pourraient suivre de façon satisfaisante les 
progrès hygiéniques réalisés. 
Néanmoins, cette méthode semble pouvoir être encore améliorée. 
Nous poursuivons les travaux sur les points suivants : augmenta­
tion de la précision des résultats, utilisation de divers milieux pour 
une étude qualitative des flores microbiennes, recherche de germes 
pathogènes, notamment les Salmonelles. 
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